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Povzetek 
 
Čiščenje laboratorijske steklovine je eden izmed najosnovnejših in hkrati najpomembnejših 
procesov, ki potekajo v vsakem analitskem laboratoriju. Ustreznost čiščenja in delovanja 
opreme, ki jo pri tem uporabljamo, je zato potrebno redno preverjati. Zaradi tega je 
smiselno, da je uporabljeni postopek za preverjanje ustreznosti čiščenja kar se da 
enostaven in hiter. V okviru tega dela smo tako želeli razviti postopek vzorčenja in 
analizne metode, s katerimi bi lahko ustreznost čiščenja preverjali rutinsko. Za testno 
spojino je bil predvsem zaradi možnosti razporeditve njegovih kristalov po celotni površini 
steklovine izbran vanilin, razvite pa so bile metode za njegovo detekcijo s HPLC, GC in 
UV-VIS spektofotometrijo. Za potrditev istovetnosti vrha vanilina je bil posnet tudi GC-
MS spekter. 
Eksperimentalno delo je potekalo v okolju dobre proizvodne prakse, pri čemer smo sledili 
vsem smernicam, ki jih ta predpisuje. Pri razvoju analiznih postopkov smo stremeli k temu, 
da bi lahko pri validiranju vseh metod uporabili iste raztopine. Kot topilo pri pripravi 
raztopin smo zato izbrali metanol. Vse metode smo nato uspešno validirali po ICH 
smernicah in pri tem ugotovili, da je GC metoda zaradi daljšega retencijskega časa vanilina 
in večjega šuma najslabša izmed uporabljenih metod, HPLC in UV-VIS metodi pa sta med 
seboj primerljivi. Za uporabo pri preverjanju ustreznosti delovanja pomivalnega stroja smo 
izbrali HPLC metodo. Pri tem smo ugotovili, da je izbrani način vzorčenja  z raztapljanjem 
morebitnih po pomivanju prisotnih ostankov vanilina v metanolu primeren za preverjanje 
ustreznosti delovanja pomivalnega stroja in s tem za rutinski test čiščenja laboratorijske 
steklovine. 
 
Ključne besede: vanilin, dobra proizvodna praksa, GC, HPLC, UV-VIS  
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Abstract 
 
Cleaning of laboratory glassware is one of the most basic, but at the same time also one of 
the most important processes, that takes place in every analytical laboratory. Adequacy of 
cleaning and equipment, which is used in the cleaning process, therefore have to be 
checked on a regular basis. Because of that it is essential, that the used testing procedure is 
as easy and as fast as possible. The purpose of this thesis was to develop a routine 
procedure and analytical methods for determination of adequacy of cleaning. Because of 
the property of its crystals to form an even thin layer all over the surface of laboratory 
glassware, vanillin was chosen as a testing substance. GC, HPLC and UV-VIS 
spectrophotometry methods were developed for vanillin detection. To confirm the identity 
of vanillin, its GC-MS spectrum was recorded as well.  
All experimental work was done under good manufacturing practice conditions and 
followed all its guidelines. We tried to develop analytical procedures in such way, that the 
same solutions could be used in validation of all three analytical methods. Methanol was 
chosen as a solvent. All methods were successfully validated according to ICH guidelines. 
Due to the longer retention time of vanillin and higher baseline noise, GC method was 
found to be the worst of them. HPLC and UV-VIS methods gave comparable results. 
HPLC method was used to test the adequacy of our washing machine. We found out that 
the chosen sampling procedure with the dissolution of any residues of vanillin is suitable 
for testing the adequacy of washing machine performance and with that for testing the 
laboratory glassware cleaning on a daily basis. 
 
Keywords: vanillin, good manufacturing practice, GC, HPLC, UV-VIS   
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Uporabljeni simboli in kratice 
 
AP Analizni postopek 
DAD Detektor z nizom diod (diode-array detector) 
DL Meja zaznave (detection limit) 
FID Plamensko ionizacijski detektor (flame ionizing detector) 
GC Plinska kromatografija (gas chromatography) 
GC-MS Plinski kromatograf, sklopljen z masnim spektrometrom 
GMP Dobra proizvodna praksa (good manufacturing practice) 
HPLC Tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (high-performance liquid 
chromatography) 
ICH Mednarodna konferenca o harmonizaciji (International Council for 
Harmonisation) 
JAZMP Javna agencija Republike Slovenije za zdravila in medicinske pripomočke 
LED Svetleča dioda (light emitting diode) 
QL Meja določitve (quantification limit) 
RSD Relativna standardna deviacija 
SD Standardna deviacija 
SOP Standardni operativni postopek 
SS Osnovna raztopina (stock solution) 
SST Test ustreznosti sistema (system suitability test) 
TCD Toplotno prevodniški detektor (thermal conductivity detector) 
UČV Ultračista voda 
UHPLC Tekočinska kromatografija ultra visoke ločljivosti 
UV Ultravijolična svetloba 
VIS Vidna svetloba 
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1  UVOD 
1.1  ČIŠČENJE 
Zagotavljanje čiste opreme je pomembno pri praktično vsakem tehnološkem procesu, še 
toliko bolj pa to velja za analitske laboratorije, saj tam delo lahko moti že nečistota, ki je 
prisotna v območju pikogramov (npr. občutljivost FID detektorja znaša 10-13 g/s) [1]. 
Problem predstavlja tudi dejstvo, da se ista steklovina uporablja pri različnih analizah, 
posledično pa vstopa v stik s kemično zelo različnimi spojinami. Čiščenje je ravno zaradi 
tega širokega spektra težaven proces, saj je predvsem ob veliki količini umazane steklovine 
zaželeno, da jo lahko z istim načinom čiščenja v čim krajšem času dovolj kvalitetno tako 
fizikalno kot kemično očistimo in s tem pripravimo na ponovno uporabo. 
Zelo pomembno je, da steklovino očistimo kmalu po tem, ko je ne potrebujemo več. S 
časom se lahko nekateri ostanki na njej tako zasušijo, da jih je skoraj nemogoče odstraniti. 
Poslužujemo se lahko različnih načinov pomivanja. Zaželeno je, da se pomivanje izvaja v 
pomivalnem stroju pri vnaprej določenih konstantnih pogojih. Kose steklovine, ki so zelo 
krhki ali pa preveliki za v pomivalni stroj, pa lahko pomivamo tudi ročno. Vedno 
uporabljamo detergente, ki so posebej namenjeni čiščenju laboratorijske steklovine. Po 
čiščenju je potrebno očiščeno steklovino tudi zelo dobro sprati z vodo, saj so ostanki 
detergentov lahko enako problematični kot ostanki spojin, ki so pri predhodni uporabi 
prišle v stik s steklovino. Po spiranju z vodo je potrebno še spiranje z deionizirano vodo, 
saj lahko zaradi zelo trde vodovodne vode prihaja do nastajanja tankih oblog vodnega 
kamna. Te obloge so porozne in zato predstavljajo kritično mesto za adsorpcijo nečistot, ki 
bi jih bilo nato zaradi oteženega dostopanja vode in posledično slabšega omočanja težko 
odstraniti [2]. 
Steklovina lahko po večkratnem pranju postane motna in obdana s koaguliranimi 
organskimi snovmi. V tem primeru jo za nekaj časa namočimo v krom žvepleno kislino. Ta 
je zelo korozivna in kancerogena, zato je z njo potrebno ravnati zelo previdno. Po njeni 
uporabi steklovino speremo z vodo in deionizirano vodo [2]. 
V izogib neželenim dogodkom in neustreznim rezultatom analiz zaradi umazane steklovine 
je zaželeno, da se njena čistost redno preverja. Ker so morebitni ostanki nečistot na 
steklovini očem pogosto nevidni, se je za to potrebno posluževati analitskih metod z dovolj 
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nizko mejo detekcije. Smiselno je, da je izbrana metoda enostavna in hitra, saj se tako 
preverjanje čistosti steklovine oziroma ustreznosti postopka čiščenja ter delovanja 
pomivalnega stroja lahko izvaja rutinsko.   
1.2  VANILIN 
Vanilin je glavna komponenta ekstrakta stroka vanilije (Vanilla planifolia). Zaradi svojega 
prijetnega vonja in okusa se uporablja predvsem v živilski industriji, v največji meri pri 
izdelavi sladoleda in čokolade. Ker ima naravno pridobljen vanilin zelo visoko ceno, se 
večinoma uporablja produkt, pridobljen s sintezo iz gvajakola ali lignina [3]. 
Kemijsko vanilin opredelimo kot organsko spojino z molekulsko formulo C8H8O3. Spada v 
skupino benzaldehidov. Njegova molska masa je 152,15 g/mol. Pri sobni temperaturi se 
pojavlja v obliki belih do rahlo rumenih monoklinskih kristalov. Njegova temperatura 
tališča znaša 80-81 °C [3]. 
V analitskih laboratorijih se vanilin uporablja kot eden izmed najbolj univerzalnih 
reagentov za obarvanje spojin pri tankoplastni kromatografiji [4]. Ker so med seboj ločeni 
analiti največkrat brezbarvni, je treba nosilno ploščo po ločbi dodatno obdelati, da lahko 
nastale lise opazujemo. Za to obstaja precej različnih načinov, eden izmed njih pa je tudi 
uporaba mešanice etanola, vanilina in žveplene kisline v ustreznem razmerju. Ozadje se v 
primeru uporabe te mešanice obarva blago rožnato, lise pa so bolj izrazite barve. Ob 
uporabi te mešanice se obarvajo amini, alkoholi ter nekateri aldehidi in ketoni [4]. 
 
Slika 1: Strukturna formula vanilina [3] (izrisano s [5]) 
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1.3  TEKOČINSKA KROMATOGRAFIJA VISOKE LOČLJIVOSTI 
Tekočinska kromatografija je separacijska metoda, pri kateri se komponente vzorca ločijo 
na osnovi njihovih razlik v interakcijah s tekočo mobilno fazo in trdno ali tekočo 
stacionarno fazo [1].  
Osnovni sestavni deli sistema za tekočinsko kromatografijo visoke ločljivosti (HPLC) so 
rezervoar za mobilno fazo, črpalka, injektor, kolona, detektor ter računalniški sistem za 
obdelavo podatkov [1, 6]. 
 
Slika 2: Osnovni sestavni deli HPLC sistema (prirejeno po [6]) 
Mobilno fazo je pred uporabo potrebno prefiltrirati in odzračiti. S tem zmanjšamo šum, 
poskrbimo za konstanten pretok in mešanje v ustreznem razmerju, saj z odzračevanjem 
zmanjšamo količino v tekočini raztopljenih plinov in s tem možnost tvorbe mehurčkov pri 
pretoku mobilne faze skozi črpalko [1, 7]. Po pripravi mobilne faze to nalijemo v zanjo 
namenjen steklen rezervoar. Ta se največkrat nahaja nad sistemom, saj je za pretok 
tekočine navzdol potrebna manjša zunanja sila kot za njen pretok navzgor [1]. 
Črpalka zagotavlja pretok mobilne faze čez kolono pri visokem tlaku. Za ustrezno analizo 
mora zagotavljati konstantne in ponovljive pretoke ter ob mešanju več različnih topil 
ustrezno razmerje med njimi. Mešanje se izvaja po dveh osnovnih principih. Pri prvem se 
mobilne faze zmešajo že pred črpalko, pri drugem pa je mešalec postavljen za črpalko [7]. 
Rezervoarja za 
mobilno fazo 
Črpalka 
Injektor 
Kolona 
Detektor 
Odpad 
Računalnik 
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Posledično mešanje pri prvem načinu poteka pri nižjem tlaku kot pri drugem. Črpalke so 
lahko enojne, binarne ali kvarterne [8]. 
Injektor poskrbi za nanos vzorca na kolono. Da ne pride do širjenja vrhov zaradi difuzije 
vzorca že pred pričetkom procesa ločevanja vzorca na kromatografski koloni, se mora to 
zgoditi v čim krajšem času. Zaradi istega razloga je smiselno tudi, da je razdalja med 
injektorjem in kolono čim manjša [1]. Delo močno olajša avtomatski vzorčevalnik, ki 
lahko po navodilih programske opreme zaporedoma injicira več vzorcev in jih pred tem 
hrani pri točno določeni temperaturi.  
Kolona je ključen del sistema, saj na njej prihaja do ločevanja med komponentami. 
Močnejše kot so interakcije med stacionarno fazo in analitom, dlje bo ta potoval skozi 
kolono. Poznamo več različnih tipov tekočinske kromatografije, ki jih med seboj ločimo 
glede na tip uporabljene kolone. Pri izločitveni kromatografiji je stacionarna faza kemično 
inertna, ločba pa poteka na osnovi razlik v velikosti molekul. Pri afinitetni kromatografiji 
stacionarna faza s komponentami vzorca tvori različno močne specifične in reverzibilne 
komplekse. Ionska kromatografija temelji na interakcijah med komponentami vzorca in 
nabitimi deli stacionarne faze. Glede na polarnost stacionarne faze pri porazdelitveni 
kromatografiji ločimo dva osnovna tipa kolon. Pri normalnofazni kromatografiji je 
stacionarna faza polarna. Največkrat je to silikagel, na katerega so lahko vezane amino ali 
cianidne skupine. Pri reverznofazni kromatografiji pa je stacionarna faza hidrofobna, saj je 
večina hidroksilnih skupin silikagela zaestrenih z daljšimi nepolarnimi verigami. Te 
vsebujejo med 2 in 18 ogljikovih atomov. Stacionarna faza je sicer v običajno kovinsko 
ogrodje polnjena v obliki sferičnih delcev, ki so veliki nekaj mikrometrov [1]. Manjši delci 
omogočajo boljše ločevanje med komponentami, je pa za pretok mobilne faze skozi 
stacionarno fazo z manjšimi delci potreben višji tlak kot pri večjih delcih. Moderni 
tekočinski kromatografi gredo vse bolj v to smer, saj taki sistemi omogočajo hitrejše 
ločevanje komponent ob boljši resoluciji in nižjih stroških. Tak tip kromatografije 
poimenujemo tekočinska kromatografija ultra visoke ločljivosti (UHPLC) [9].  
Detektorji lahko temeljijo na različnih fizikalno-kemijskih lastnostih. Najbolj široko 
uporabljeni so detektorji, ki delujejo na principu absorbance svetlobe [1]. Njihova slabost 
je ta, da mora analit v svoji strukturi vsebovati ustrezen kromofor, da ga detektor lahko 
zazna. Tak detektor lahko pokriva širok spekter valovnih dolžin svetlobe, in sicer od 
ultravijolične do vidne svetlobe (195 – 700 nm). Snemanje lahko pri takem detektorju 
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poteka zgolj pri eni valovni dolžini, zato je pridobljen kromatogram podan kot funkcija 
intenzitete svetlobe v odvisnosti od časa. Možno pa je, da detektor hkrati snema pri več 
različnih valovnih dolžinah. Tak tip detektorja imenujemo detektor z nizom diod (DAD 
detektor) [1].  
1.4  PLINSKA KROMATOGRAFIJA 
Plinska kromatografija (GC) je analitska tehnika, ki se od tekočinske kromatografije 
razlikuje predvsem v agregatnem stanju mobilne faze, ki je v tem primeru plin. Injiciran 
vzorec zaradi visoke temperature injektorja na kolono vstopa v plinastem agregatnem 
stanju. Komponente vzorca zaradi različno močnih interakcij s stacionarno fazo na koloni 
skozi njo prehajajo z različno hitrostjo. Do ločevanja med njimi tako pride zaradi razlik v 
temperaturah vrelišča komponent vzorca in interakcij s stacionarno fazo [1]. 
Sistem za plinsko kromatografijo sestavljajo jeklenka z nosilnim plinom, regulatorji 
pretoka plinov, injektor, kolona v termostatirani komori in detektor. Sistem je povezan z 
računalnikom, na katerem obdelujemo podatke. Za lažje izvajanje analiz z več injiciranji je 
sistemu največkrat dodan še avtomatski vzorčevalnik [1]. 
 
Slika 3: Osnovni sestavni deli GC instrumenta (prirejeno po [10]) 
Mobilne faze oziroma nosilni plini, ki so v širši uporabi, so helij, dušik in vodik [1]. Prva 
dva sta v uporabi že dlje časa, vodik pa se je uveljavil šele v zadnjih letih, vse odkar se ne 
hrani več v jeklenkah pod visokim tlakom. Vodik namreč z v zraku prisotnim kisikom 
tvori pokalni plin, tako da je vsako puščanje potencialni vir eksplozije. Novejši generatorji 
vodika so bolj zanesljivi in omogočajo varnejše delo. Z vodikom kot mobilno fazo je 
Nosilni plin 
Regulatorji 
pretoka 
Injektor 
Kolona 
Termostatirana komora 
Odpad 
Detektor 
Računalnik 
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ločevanje komponent hitrejše, ponuja pa možnost uporabe milejšega temperaturnega 
programa ter višjih pretokov mobilne faze [12]. Iz grafične upodobitve van Deemterjeve 
enačbe, ki ponazarja odvisnost učinkovitosti kolone na enoto dolžine od hitrosti pretoka 
mobilne faze je razvidno, da se kakovost ločevanja komponent vzorca pri višjih pretokih 
nosilnega plina najmanj poslabša, če je ta plin vodik [12]. V prid vodika govori tudi 
dejstvo, da so zaloge helija na svetovnem trgu omejene, posledično pa je tudi njegova cena 
vse višja. 
 
 
Slika 4: Grafična upodobitev van Deemterjeve enačbe za različne nosilne pline (prirejeno 
po [13]) 
Poznamo dva različna načina injiciranja vzorca. Če vzorec lahko s preparativnimi 
tehnikami pripravimo tako, da ne vsebuje spojin, ki bi lahko motile analizo ali škodovale 
kromatografskemu sistemu, ga lahko injiciramo direktno kot tekočino. Drugi način se 
imenuje tehnika nadprostora [11]. Ta se uporablja takrat, kadar je direktno injiciranje 
vzorca na kolono težavno. Vzorec v tekočem ali trdnem agregatnem stanju polnimo v 
večjo zrakotesno vialo, pri čemer vzorec zaseda le manjši del njene prostornine. Pred 
injiciranjem nato vialo postavimo v ogrevan vzorčevalnik. Pri povišani temperaturi analiti 
prehajajo v plinasto agregatno stanje, neželene spojine z višjo temperaturo vrelišča pa 
ostanejo v tekoči ali trdni fazi. Na kolono nato injiciramo zgolj plinsko fazo [11]. 
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Tudi znotraj injektorja obstajata dve različni možnosti injiciranja, in sicer deljeno (split) in 
nedeljeno (splitless) injiciranje [11]. Razlika med njima je v deležu vzorca, ki iz 
injekcijskega vložka (linerja) znotraj injektorja prehaja na kolono. Pri nedeljenem 
injiciranju na kolono vstopa celoten vzorec, pri deljenem pa zgolj njegov manjši del [11]. 
Ta delež lahko uravnavamo z nastavitvami injektorja (npr. 1:5, pri čemer gre 1 del vzorca 
na kolono, 5 delov pa v odpad). Nedeljen način injiciranja je tako bolj uporaben za analize, 
pri katerih iščemo spojine, ki so prisotne zgolj v sledovih [1, 11].  
 
Slika 5: Injektor na GC (prirejeno po [14]) 
Kolone so dveh osnovnih tipov. Polnjene kolone so kovinske ali steklene. Napolnjene so s 
trdnim polnilom, ki je prevlečen s tekočo stacionarno fazo. Dolge so do 3 m [15]. Danes se 
te uporabljajo le izjemoma, saj so jih nadomestile kapilarne kolone. Te so narejene iz 
poliimida, ki tudi daljšim kolonam (60 m) omogoča prožnost, posledično pa so te 
enostavne za rokovanje. Na notranji strani so stene lahko prevlečene s tanko plastjo tekoče 
stacionarne faze ali pa vsebujejo trdni nosilec (amorfni silikagel), na katerega je 
adsorbirana stacionarna faza [1, 15].  
Poznamo veliko različnih tipov detektorjev. Najbolj široko uporabna sta plamensko 
ionizacijski detektor (FID) ter toplotno prevodniški detektor (TCD), saj sta oba zelo 
robustna, občutljiva na veliko analitov ter pokrivata široko koncentracijsko območje. Prvi 
Nosilni 
plin 
Septa 
Prepihavanje septe 
Segret kovinski 
blok 
Injekcijski vložek 
Kolona 
Deljenje pretoka 
Prostor za uparevanje 
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deluje na osnovi toka, ki ga ustvarjajo ioni, ki nastajajo pri pirolizi organskih spojin v 
vzorcu, princip delovanja drugega pa temelji na padcu toplotne prevodnosti ob prehodu 
analita med dvema filamentoma na detektorju [1].  
1.5  MASNA SPEKTROMETRIJA 
Tako tekočinski kot plinski kromatograf sta lahko sklopljena z masnim detektorjem. Masna 
spektometrija je analizna metoda, pri kateri merimo razmerje med maso in nabojem 
posameznega iona analita [16]. Ti nastanejo v ionskem izvoru. Ionizacija lahko poteka na 
več različnih načinov. Predvsem na GC-MS je za ionizacijo organskih spojin z molekulsko 
maso manjšo od 600 Da najbolj pogosto v uporabi ionizacija z elektroni. Pri tej tehniki 
elektroni z visoko energijo pridejo v stik z molekulami analita in pri tem povzročajo 
fragmentacijo in ionizacijo teh molekul [16]. Nastale ione nato med seboj ločimo s 
pomočjo magnetnega in električnega polja ter nato detektiramo z različnimi tipi 
detektorjev, kot je npr. fotopomnoževalka. Sistem mora biti priključen na črpalko, ki 
ustvarja vakuum [16].  
Masna kromatografija je učinkovita tehnika za identifikacijo neznanih spojin. Pri obdelavi 
podatkov namreč lahko fragmentacijo neznane spojine, ki jo analiziramo, primerjamo s 
knjižnico spojin in ocenimo, za katero spojino bi lahko šlo [17]. Večinoma je sodobna 
programska oprema že sama sposobna izračunati, kateri spojini je iskani analit najbolj 
podoben.   
1.6  SPEKTROFOTOMETRIJA 
Spektrofotometrija je analitska metoda, ki temelji na merjenju absorpcije svetlobe pri 
prehodu skozi raztopino vzorca. Različni tipi spektrofotometrije se uporabljajo za različne 
namene. Infrardeča in Ramanova spektroskopija izkoriščata različna rotacijska in 
vibracijska stanja molekul in njenih delov po obsevanju s svetlobo različnih valovnih 
dolžin, tako da se uporabljata za identifikacijo spojin in določevanje njihove strukture [18]. 
Vidna in ultravijolična spektrofotometrija se lahko uporabljata za kvantitativno analizo 
mnogih spojin. Za možnost detekcije morajo te absorbirati svetlobo pri neki valovni 
dolžini, ki jo je aparat sposoben doseči. Prednosti tega tipa spektrofotometrije sta predvsem 
enostavnost uporabe in kratek čas meritve, glavna slabost pa možnost motenj drugih 
komponent v vzorcu [1, 18]. Če pri valovni dolžini, pri kateri absorbira analit, absorbira 
tudi kaka druga spojina v vzorcu, lahko dobimo lažno višji rezultat. Zaradi tega je potrebno 
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zagotoviti, da se meritev izvaja pri valovni dolžini, pri kateri absorbira zgolj analit, ali pa 
poskrbeti, da je odziv matriksa konstanten in poznan [19]. 
Sestavni deli spektrofotometra so izvor svetlobe, monokromator, prostor za kiveto in 
detektor [1]. 
 
Slika 6: Enožarkovni (zgoraj) in dvožarkovni (spodaj) spektrofotometer (R – referenčna 
raztopina, V – vzorec) (prirejeno po [20]) 
Izvor svetlobe mora biti sposoben ustvariti svetlobo s čim širšim spektrom valovnih dolžin. 
Uporabljajo se devterijeva žarnica, filament iz tungstena ali pa svetleča dioda (LED). Ta 
svetloba nato prehaja skozi monokromator, ki različne valovne dolžine svetlobe loči med 
seboj in čez vzorec pošlje zgolj žarek z izbrano valovno dolžino. Analizirane raztopine 
odmerimo v kiveto iz navadnega ali kvarčnega stekla. Prve so primerne za uporabo zgolj v 
območju valovnih dolžin vidne svetlobe, druge pa tudi v območju ultravijolične svetlobe.  
Kiveta je lahko različnih dimenzij, a njena širina in dolžina v veliki večini znašata 1 cm. Po 
rokovanju s kiveto je to potrebno dobro obrisati s staničevino, saj lahko umazanija na njeni 
zunanji steni moti analizo. Detektorji so podobni kot tisti pri HPLC, ki delujejo na principu 
Izvor svetlobe 
Izvor svetlobe 
Monokromator 
Monokromator 
Kiveta 
Kiveta 
Detektor 
Detektor 
R 
V 
Prostor za kiveto 
Prostor za kiveto 
 10 
 
absorbance svetlobe. Primeri takih detektorjev so fotopomnoževalka, fotodioda in DAD 
detektor [1, 18]. 
Aparat je lahko enožarkovni ali dvožarkovni. Pri prvem žarek potuje skozi eno kiveto z 
vzorcem, pri drugem pa se žarek za monokromatorjem razdeli na dva dela. Eden potuje 
skozi kiveto z vzorcem, drugi pa skozi referenčno raztopino. Rezultat se nato poda kot 
razmerje odzivov obeh raztopin. Pri enožarkovnem je potrebno opraviti dve meritvi. 
Najprej se izmeri absorbanca referenčne raztopine, nato pa še vzorca. Odziv referenčne 
raztopine nato odštejemo od odziva vzorca. Pri dvožarkovnem spektrofotometru se ta 
korekcija med meritvijo zgodi avtomatsko [18, 19]. 
Koncentracijo analita in njegovo absorbanco povezuje Beer-Lambertov zakon [1, 18, 19]. 
Opišemo ga lahko z enačbo 1. ε predstavlja molarni absorpcijski koeficient. Gre za 
posamezni spojini značilno lastnost, ki opisuje njeno absorpcijo svetlobe. l je dolžina poti 
žarka skozi raztopino, torej dolžina kivete. A je izmerjena absorbanca, c pa koncentracija 
analita v raztopini.: 
𝐴 = 𝜀𝑙𝑐 
Enačba 1: Beer-Lambertov zakon 
Beer-Lambertov zakon velja le pri zelo nizkih koncentracijah, saj pri večjih koncentracijah 
zaradi naraščajočih medmolekulskih interakcij zveza med absorbanco in koncentracijo 
analita ni več linearna [1, 18, 19]. 
1.7  VALIDACIJA 
Validacija analizne metode je celoten proces, ki je namenjen potrjevanju ustreznosti 
analiznega postopka za njegov namen uporabe. Z njenimi rezultati zagotavljamo kakovost, 
zanesljivost in ponovljivost rezultatov, ki jih validirana metoda daje. Zaradi tega je 
validacija analiznih metod ključen del dobre proizvodne prakse (GMP). Validacija ali 
dovalidacija se mora izvesti pred pričetkom uporabe novega postopka v rutinske namene. 
Kadar koli se analizna metoda ali analizni postopek spremeni izven okvirjev prvotno 
validiranih parametrov ali če pride do spremembe pogojev v laboratoriju (npr. drugačen tip 
inštrumenta ali drugačen matriks v vzorcu) ali v sintezni poti učinkovine oz. končni sestavi 
zdravila je potrebno analizni postopek ponovno validirati ali dovalidirati [21, 22].  
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Validacija analiznega postopka je tudi obvezen del dokumentacije pri registraciji zdravila 
na novem tržišču. Ker se zahteve različnih farmakopej med seboj nekoliko razlikujejo, je 
ICH izdala smernice, ki naj bi premostile obstoječe razlike in s tem podjetjem olajšale delo 
pri validaciji analiznih postopkov [21].  
Testi validacije so ponovljivost, meja zaznave, meja določitve, točnost, linearnost, 
specifičnost, stabilnost in robustnost metode. Ker se med seboj analizni postopki 
razlikujejo in imajo drugačne značilnosti, pri vseh ne pridejo nujno v poštev vse zgoraj 
naštete karakteristike validacijskega postopka. Prav tako se glede na namen analize 
(analiza nečistot, vsebnost učinkovine) lahko razlikujejo kriteriji sprejemljivosti. Do razlik 
pride tudi zaradi drugačnih tipov analitov, različnih tarčnih koncentracij in morebitne 
prisotnosti nečistot. Pri vsakem analiznem postopku je tako treba smiselno opredeliti, 
katere izmed kriterijev in testov je treba pri njegovi validaciji izbrati [21, 22].  
Z mejo zaznave določimo najnižjo koncentracijo, pri kateri še lahko trdimo, da smo iskani 
analit res zaznali. Določimo jo lahko glede na šum, pri čemer je meja zaznave opredeljena 
s signalom analita, ki je 2-3x večji od ravni šuma, z redčenjem raztopine analita do zelo 
nizkih koncentracij ali pa vizualno [21].  
Meja določitve opredeljuje najnižjo koncentracijo analita, ki jo še lahko količinsko 
določimo. Določimo jo na enake načine kot mejo zaznave, le da je ta meja postavljena pri 
vrednosti razmerja med signalom analita in šumom 10:1. Poleg tega mora biti tudi 
ponovljivost meritev analita v vzorcu pri koncentraciji meje določitve znotraj 10 % 
relativne standardne deviacije [21]. 
Linearnost je definirana kot zmožnost metode, da v določenem koncentracijskem območju 
daje rezultate, ki so sorazmerni z dejansko koncentracijo analita v vzorcu. Smernice 
priporočajo, da se linearnost preverja s 3 paralelkami v vsaj 5 različnih koncentracijskih 
točkah, ki so znotraj predvidenega območja meritev metode. Dobljene rezultate, ki jih 
vizualno predstavlja regresijska premica, ovrednotimo s statistično obdelavo in z uporabo 
Pearsonovega koeficienta ocenimo linearnost metode. Če je linearnost popolna, bo njegova 
vrednost enaka 1, pri večini metod pa se zadovoljimo, če je Pearsonov koeficient večji ali 
enak vrednosti 0,98 [21].  
S specifičnostjo označujemo sposobnost metode, da razločuje med analitom in ostalimi 
spojinami, ki jih lahko pričakujemo v vzorcu. Če metoda ni dovolj specifična, to lahko 
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privede do zahtevnejše in posledično dolgotrajnejše priprave vzorca, saj je v takem 
primeru analit potrebno izolirati od ostalih komponent vzorca in matriksa, ki motijo 
določanje analita. Specifičnost metode se preverja tako, da se najprej preveri odziv tarčne 
komponente, nato pa še odziv vseh ostalih komponent vzorca in matriksa. Dobljene odzive 
primerjamo z odzivi referenčnih raztopin [21]. 
Robustnost je pojem, ki označuje sposobnost analizne metode, da dobljeni rezultati kljub 
majhnim spremembam v njenih parametrih ostanejo znotraj pričakovanih okvirov. S tem 
zagotovimo, da bo metoda pri rutinski uporabi ustrezna na več različnih tipih ali 
proizvajalcih inštrumenta ter pri različnem delovanju sestavnih delov instrumenta. 
Spremembe, ki jih pri razvoju metode opravimo namerno, so lahko npr. menjava analitske 
kolone, sprememba temperaturnega gradienta in pretoka mobilne faze ter drugačna sestava 
mobilne faze in topila. Robustnost vključuje tudi testiranje stabilnosti raztopin vzorcev in 
standardov [21]. 
S točnostjo ponazorimo razmerje med s testirano metodo dobljenim rezultatom in 
teoretično pravilno vrednostjo  Za njeno določitev se poslužujemo metode standardnega 
dodatka. Pri tem pristopu raztopini, ki jo želimo analizirati, dodamo določen volumen 
raztopine z znano koncentracijo tarčnega analita, končni rezultat pa podamo kot odstotek 
dobljenega rezultata glede na teoretično izračunan rezultat. Točnost preverjamo s 3 
paralelkami v vsaj 3 koncentracijskih točkah znotraj predvidenega koncentracijskega 
območja meritev analita [21, 22].  
Pri natančnosti sistema preverjamo, kako ponovljivi so rezultati pri ponavljanju meritev 
istega homogenega vzorca pri istih pogojih. Rezultat podamo v obliki standardne deviacije 
ali še večkrat v obliki relativne standardne deviacije. Ločimo 3 različne nivoje, na katerih 
ta parameter preverjamo: 
 Ponovljivost nam poda natančnost istega sistema znotraj krajšega časovnega 
obdobja posameznega dneva (Intraday variability). 
 Vmesna natančnost ponazori natančnost znotraj laboratorija, pri čemer so 
spremembe lahko v izvajalcu analize, uporabi druge opreme ter drugem dnevu 
analize (Interday variability). 
 Pri ponovljivost med laboratoriji se preverjajo odstopanja rezultata analize med 
različnimi laboratoriji [21]. 
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1.8  DOBRA PROIZVODNA PRAKSA 
Dobra proizvodna praksa (GMP) je sistem za doseganje kakovosti, ki zagotavlja dosledno 
izdelavo in kontrolo izdelka po merilih za kakovost ter ustrezno namenu uporabe, kot 
zahtevata dovoljenje za promet in specifikacija izdelka [23]. Združuje minimalne 
standarde, ki jih mora proizvajalec zdravila doseči pri njegovi proizvodnji, da ga lahko 
registrira na določenem tržišču. Z njimi namreč zagotavlja, da vsaka serija zdravila dosega 
potrebne kriterije kakovosti. Doseganje teh standardov redno pregleduje nadzorna 
agencija, v Sloveniji je to JAZMP [24].  
GMP predstavlja usmeritve, regulacijo in nadzor nad vsemi sistemi in procesi v 
proizvodnji izdelka še preden se ti sploh zgodijo. S tem v končni produkt vgrajuje 
ustreznost izdelka in s tem poskrbi za varnost bolnika kot končnega uporabnika. Ko je 
sistem GMP vzpostavljen, se le še dopolnjuje in optimizira. Velja za vsak proces, ki se v 
prostorih, ki jih GMP pokriva, zgodi [25, 26]. V procesu so tako vključeni vsi zaposleni, v 
največji meri vodstvo in za to odgovorno osebje. GMP zajema: 
 Osebje - vsi zaposleni morajo biti za svoje delo ustrezno izobraženi in usposobljeni. 
Njihovo število mora ustrezati potrebam delodajalca. 
 Prostori in oprema - narejeni in postavljeni morajo biti tako, da se pri delu z njimi 
kar najbolj zmanjša možnost napak. Omogočati morajo enostavno čiščenje in 
servisiranje. Vsa GMP kritična oprema mora biti redno kvalificirana in servisirana.  
 Dokumentacija - vsaka sprememba mora biti zabeležena. Dokumentacija se mora 
na več različnih nivojih shranjevati predpisan čas. S tem se izognemo morebitni 
izgubi podatkov. Zagotavljati se mora sledljivost podatkov, dokumenti pa morajo 
biti elektronsko ali ročno podpisani. Zagotovljena mora biti integriteta vseh 
podatkov. 
 Izvedba v laboratoriju - vse operacije morajo potekati v skladu z vnaprej 
predpisanimi navodili, protokoli, postopki in pravili. Kritične faze postopkov 
morajo biti validirane. 
 Kontrola kakovosti - ustrezno izobraženo osebje, ki je neodvisno od delovnega 
laboratorija, redno pregleduje, če vsi procesi potekajo v skladu z GMP.  
 Preverjanje ustreznosti GMP - reden pregled smernic GMP omogoča ustrezno 
dopolnjevanje in razvoj sistema GMP, če se to izkaže kot potrebno [25].  
 14 
 
Pri vsakem odstopanju od pričakovanih rezultatov se mora znotraj GMP ugotoviti vzrok 
zanj. Napaka je lahko sistemska ali pa slučajna. Ko ugotovimo, kje in kako je do napake 
prišlo, je potrebno v okolju GMP stremeti k temu, da se vzroki za napako ali odstopanje 
odpravijo in s tem poskrbeti, da se enaka napaka ne ponovi [27, 28].  
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2  NAMEN DELA 
Naš cilj bo razviti ustrezne instrumentalne metode za določanje vanilina z GC, HPLC in 
UV-VIS spektrofotometrijo in jih nato ustrezno validirati ter primerjati med seboj. Na 
podlagi primerjave rezultatov bomo izbrali metodologijo, ki je najprimernejša za 
preverjanje čistosti steklovine v laboratoriju. Validacijski parametri, ki jih bomo preverjali, 
bodo ponovljivost, meja zaznave in določitve, linearnost, točnost, stabilnost, specifičnost 
in robustnost. Preizkusili bomo tudi različne postopke vzorčenja, ki bi jih lahko uporabili 
za rutinsko preverjanje čistosti laboratorijske steklovine. Eksperimentalno delo bo potekalo 
v okolju dobre proizvodne prakse, zato bomo tekom celotnega procesa sledili smernicam, 
ki jih narekuje GMP (poglavje 1.8). Način vzorčenja, analizni postopek in instrumentalno 
metodo, ki se bodo izkazali za najbolj primerne, bomo lahko uporabljali tudi v prihodnje. 
Razviti postopek bi želeli uporabljati rutinsko in z njim dopolniti, poenostaviti in pospešiti 
način preverjanja čistosti in čiščenja steklovine, ki je v Centru za validacijske tehnologije 
in analitiko na Kemijskem inštitutu trenutno v uporabi.  
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3  MATERIALI IN METODE 
3.1  MATERIALI 
3.1.1  Reagenti 
 Ultračista voda z upornostjo 18,2 MΩcm (Kemijski inštitut, Ljubljana) 
 CH3OH, Metanol, MeOH (Honeywell, Nemčija) 
 C2H5OH, Etanol, EtOH (Carlo Erba, Italija) 
 C8H6O3, Vanilin (Merck, Nemčija) 
3.1.2  Oprema 
 analitska tehtnica XPE205DR/M (Mettler Toledo, Švica) 
 mikro tehnica XP56/M (Mettler Toledo, Švica) 
 avtomatske elektronske pipete 5 – 120 µL, 50 - 1000 µL, 100 – 5000 µL (Sartorius 
AG, Nemčija) 
 ultrazvočna kopel (Iskra Pio, Slovenija) 
 sistem za filtriranje mobilnih faz (Merck, Nemčija) 
 filtri za filtriranje mobilnih faz (velikost por 0,45 µm) (Millipore, Nemčija) 
 kolona GC: ZB-5, 50 m × 0,32 mm × 0,5 µm (Zebron, ZDA) 
 kolona HPLC: Nucleosil 100 C18, 150 mm × 4,6 mm × 5 µm (Macherey-Nagel, 
Nemčija) 
 sistem HPLC: Agilent, 1260 Bin Pump, avtomatski vzorčevalnik 1260 ALS, 
detektor 1260 UV or UV-VIS (detektor z nizom diod) (Agilent Technologies, 
ZDA) 
 sistem GC: GC Focus, auto-injector AI/AS 3000, FID detektor (Thermo Fischer 
Scientific, ZDA) 
 sistem GCMS: Agilent 7890B, avtomatski vzorčevalnik 7693 A, ionizacija z 
elektroni, enojni kvadrupol (Agilent Technologies, ZDA) 
 UV-VIS spektrofotometer: Agilent, Cary 50 BIO UV-VIS (Agilent Technologies, 
ZDA) 
 pomivalni stroj BeliMed WD 130 (BeliMed, Švica) 
 programska oprema za statistično obdelavo podatkov: Excel 2016 (Windows) 
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3.1.3  Pomivalni  stroj 
K pomivalnemu stroju pripadata 2 nastavka za vnos laboratorijske steklovine. Prvi je 
namenjen čiščenju pipet, drugi pa vsebuje 32 različno velikih šob, na katere lahko 
nataknemo npr. bučke, valje in podobno steklovino. Pri čiščenju steklovine, ki jo bomo 
koristili med validacijo metod, bomo uporabljali oba nastavka. 
Za pranje bomo uporabljali program, ki skupaj traja 55 min, vključuje pa čiščenje z 
bazičnim in kislim čistilnim sredstvom, spiranje z vodovodno vodo ter končno spiranje z 
UČV.  
 
Slika 7: Pomivalni stroj BeliMed WD 130 
3.1.4  Obstoječi postopek za preverjanje čiščenja steklovine v 
pomivalnem stroju 
Trenutno imamo na odseku v standardnem operativnem postopku (SOP) natančno 
predpisan postopek za preverjanje čiščenja steklovine za posamezen analit. Test izvajamo 
za vsako analizirano substanco, in sicer tako, da uporabljeno steklovino označimo in 
operemo v pomivalnem stroju, nato pa ostanek analiziramo pod enakimi pogoji, kot je 
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potekala redna analiza (sistem, kolona, analizni postopek in mobilna faza). Za potrditev 
ustreznosti čiščenja mora biti razmerje med višino odziva na mestu eluiranja analita in 
šumom manjše od 3. Če je to razmerje višje in torej zaznamo ostanek preiskovanega 
analita, steklovino operemo na bolj intenzivnem programu čiščenja in postopek ponovimo. 
Preparat, ki ga z običajnim programom ne moremo dovolj dobro očistiti, dodamo na 
seznam preparatov, za čiščenje katerih je potrebna uporaba intenzivnega programa. 
Test čiščenja izvajamo ob prvi analizi preparata, nato pa po 3, 6 in 12 mesecih. Če je v 
vseh časovnih točkah uspešen, ga nato periodično izvajamo enkrat letno. Ta postopek 
preverjanja čistosti steklovine je izredno obsežen, saj moramo preverjati čiščenje za vsak 
analit in izdelek posebej. S splošnim analiznim postopkom in študijo ustreznosti čiščenja 
steklovine bi delo poenostavili ter uvedli periodično preverjanje delovanja pomivalnega 
stroja z enim samim analiznim postopkom. 
3.2  RAZVOJ ANALIZNIH METOD 
Za testno substanco izberemo vanilin, saj ima za naš namen dela zelo primerne lastnosti. Je 
namreč poceni ter lahko dostopen, delo z njim pa je enostavno in varno. Zaradi svojega 
izrazitega prijetnega vonja poleg detekcije z analitskimi metodami omogoča tudi 
olfaktorno zaznavanje. To sicer zaradi različne percepcije vonja med posamezniki ni 
zanesljivo in posledično ni primerno za kvantitativno ali kvalitativno vrednotenje, vseeno 
pa nam lahko da osnovno predstavo o morebitni prisotnosti vanilina že pred uporabo bolj 
zanesljivih analitskih tehnik.  Ključna lastnost pa je ta, da se njegovi kristali ob močnejšem 
stresanju zelo lepo razporedijo po površini laboratorijske steklovine in se nanjo tudi 
primejo (slika 8). 
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Slika 8: Razporeditev kristalov vanilina po površini steklene bučke 
Ker je vanilin hlapna spojina, je primeren za analizo na GC. Zaradi tega, ker v svoji 
strukturi vsebuje kromofor in posledično absorbira UV svetlobo, pa ga lahko detektiramo 
tudi na UV-VIS spektrofotometru in s HPLC, če sistem združimo z ustreznim tipom 
detektorja. Posledično se odločimo, da bomo razvili metode za vse 3 tehnike, jih med seboj 
primerjali in izmed njih izbrali najustreznejšo. Stremeli smo k temu, da bi razvili take 
metode, da bi lahko vse validirali z uporabo istih raztopin.  
3.2.1  Razvoj GC metode 
Po krajšem pregledu literature smo se odločili, da bomo z razvojem metode pričeli s 
kolono tipa 5MS, kjer je stacionarna faza 5 % fenilmetilpolisiloksan. Dimenzije izbrane 
kolone so 50 m × 0,32 mm × 0,5 µm [29]. Nosilni plin je helij, detekcija pa bo zaradi 
ogljikovodikovega skeleta vanilina potekala s pomočjo FID detektorja. Osnovni 
kromatografski pogoji so zbrani v preglednici I. 
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Preglednica I: Začetni GC pogoji 
Pretok nosilnega plina 1,0 ml/min 
Temperatura injektorja 260 °C 
Način injiciranja nedeljen 
Splitless time 0,5 min 
Volumen injiciranja 1,0 µL 
Temperatura pečice 80 °C (2 min) – 15 °C/min – 245 °C (5 min) 
Temperatura detektorja 260 °C 
Raztopino za osnovno preverjanje metode pripravimo tako, da v 100 mL stekleno merilno 
bučko natančno natehtamo približno 10,0 mg vanilina in ga raztopimo v etanolu. Z 
etanolom nato merilno bučko dopolnimo do oznake volumna, zapremo z zamaškom in 
premešamo. Ta raztopina je precej bolj koncentrirana kot tiste, ki jih želimo uporabiti pri 
validaciji metode, zato bi morala biti primerna za preverjanje ustreznosti metode za 
detekcijo vanilina. 
Po prvih injiciranjih opazimo, da je vrh topila zelo razvlečen in vpliva tudi na vrh vanilina, 
saj ta ne leži na ravni bazni liniji, ampak na končnem delu vrha topila. To je pogosta težava 
pri nedeljenem načinu injiciranja. Najprej jo poskušamo rešiti s krajšanjem časa pred 
odprtjem zapore med injektorjem in kolono (splitless time) in s tem zmanjšati količino 
topila, ki pride na kolono in s tem tudi velikost njegovega vrha. Ker nam to ne uspe v 
zadovoljivi meri, poskusimo še z deljenim načinom injiciranja. Pri tem načinu injiciranja 
sicer pričakujemo nižji odziv vanilina, a hkrati tudi precej nižji odziv topila, ki moti 
njegovo detekcijo. Na GC kromatografu, na katerem izvajamo testiranja, je najmanjše 
možno razmerje deljenega injiciranja, ki ga lahko nastavimo, 1:10. To pomeni, da gre 1 del 
injiciranega vzorca na kolono, 10 delov pa v odpad. Takoj opazimo izboljšanje, a se zaradi 
nepopolne ločbe vrha topila in vanilina odločimo še za počasnejše naraščanje temperature 
pečice in nižjo začetno temperaturo. 
Z željo, da bi lahko uporabljali iste raztopine pri vseh treh predvidenih tehnikah, se 
odločimo še za zamenjavo topila. Etanol namreč na HPLC povzroča širjenje 
kromatografskih vrhov [30], zato se ga skušamo izogibati. Izberemo metanol, saj je etanolu 
zelo podoben. Raztopino za testiranje pripravimo na enak način kot tisto z etanolom. 
Dobljeni kromatogram je praktično enak kot tisti, pri katerem je bil kot topilo uporabljen 
etanol. Odločimo se za uporabo te metode. 
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Preglednica II: Končni GC pogoji 
Pretok nosilnega plina 1,0 ml/min 
Temperatura injektorja 260 °C 
Način injiciranja deljen 
Cepljenje pretoka 10:1 
Volumen injiciranja 1,0 µL 
Temperatura pečice 40 °C (0 min) – 10 °C/min – 240 °C (5 min) 
Temperatura detektorja 260 °C 
Za potrditev istovetnosti vrha vanilina se odločimo, da bomo posneli še njegov masni 
spekter s pomočjo masnega detektorja, sklopljenega s plinskim kromatografom. Zaradi 
razvlečenega vrha topila masni detektor vklopimo šele 10 min po injiciranju, saj želimo 
preprečiti njegovo preobremenitev s topilom in s tem pojav poškodb zaradi prevelike 
količine na njem hkrati prisotnih ionov.  
Preglednica III: Nastavitve masnega detektorja 
Zamik vklopa detektorja 10 min 
Faktor ojačitve odziva 0,800 
Zajete molekulske mase ionov na spektru 10 - 200 
Prag detekcije 50 
3.2.2  Razvoj HPLC metode 
Tudi tu se najprej lotimo prebiranja literature. V preglednem članku, po katerem se 
zgledujemo [31], je bila za topilo izbrana mešanica vode in metanola v volumskem 
razmerju 40:60. Ker vemo, da voda zaradi velikega povečanja volumna pri segrevanju ni 
najbolj primerna za uporabo na GC [32], se odločimo, da bomo kot topilo uporabili čisti 
metanol. Za test izberemo kolono Nucleosil C18 dimenzij 150 mm × 4,6 mm × 5 µm. 
Kot mobilno fazo uporabimo mešanico vode in metanola v volumskem razmerju 40:60. 
Pred uporabo mobilno fazo prefiltriramo čez 0,45 µm filter za vodne faze in odzračimo s 
pomočjo ultrazvoka. 
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Preglednica IV: Začetni HPLC pogoji 
Mobilna faza Metanol : UČV = 60 : 40 
Pretok mobilne faze 1,0 ml/min 
Temperatura avtomatskega vzorčevalnika 25 °C 
Volumen injiciranja 20,0 µL 
Temperatura kolone 25 °C 
Valovna dolžina detekcije 231 nm 
Čas analize 10 min 
Iz dobljenih kromatogramov se odločimo, da bomo kot topilo uporabljali metanol, saj je 
vrh vanilina takrat simetričen in je ločen od manjšega vrha topila, poleg tega pa je njegov 
retencijski čas zgolj 2,3 min, kar omogoča kratek čas analize. Ker se želimo vrha topila 
vseeno znebiti, poskusimo še z uporabo drugačnih mobilnih faz. Pri tem spreminjamo 
volumsko razmerje med vodo in metanolom, pri čemer metanol zavzema od 30 % do 70 % 
delež. Pri tem opažamo spremembo retencijskih časov. Večji kot je delež metanola v 
mobilni fazi, krajši je retencijski čas vanilina. Vrhovi vanilina so pri manjšem deležu 
metanola v mobilne fazi tudi bolj asimetrični in razpotegnjeni, zato se odločimo, da bomo 
uporabili prvotno preizkušeno mobilno fazo. Poskusimo še s spremembo valovne dolžine 
detekcije. Najprej posnamemo absorpcijska spektra čistega metanola in raztopine vanilina 
v metanolu na HPLC (med 200 in 400 nm) nato pa še na spektrofotometru (med 200 in 500 
nm), pri čemer se posamezne točke merjenja na spektru med seboj razlikujejo za 2 nm. 
Pričakujemo, da bo predvsem pri valovnih dolžinah, nižjih od 220 nm, absorbanca 
metanola zelo visoka [33], kar bi motilo detekcijo vanilina.  
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Slika 9: Absorbanca raztopine vanilina v metanolu pri različnih valovnih dolžinah 
detekcije (HPLC) 
 
Slika 10: Absorbanca raztopine vanilina v metanolu pri različnih valovnih dolžinah 
detekcije (spektrofotometrija) 
Iz absorpcijskega spektra, pridobljenega s HPLC, ocenimo, da bomo poskusili z detekcijo 
pri valovni dolžini 314 nm. Pri njej je namreč absorbanca vanilina visoka, metanol pa 
svetlobe te valovne dolžine ne absorbira. Pričakujemo, da bo sicer vrh vanilina nekoliko 
nižji kot pri valovni dolžini 231 nm, a ne toliko, da bi bilo to moteče pri validaciji metode. 
Naša predvidevanja se potrdijo, saj je na kromatogramu viden samo vrh vanilina, vrha 
metanola pa ne zaznamo. Glede na posneti absorpcijski spekter s spektrofotometrijo bi bilo 
bolj smiselno, če bi za detekcijo izbrali valovno dolžino 308 nm, saj je razvidno, da je pri 
 24 
 
njej ekstrem absorpcije. Ker pa smo že pred pridobitvijo tega absorpcijskega spektra, iz 
katerega je točna vrednost maksimuma absorpcije lepše razvidna, s HPLC dobili 
zadovoljive kromatograme s snemanjem pri valovni dolžini 314 nm, smo za nadaljnje delo 
izbrali to valovno dolžino. 
Za spiranje igle uporabljamo 70 % raztopino acetonitrila v vodi.  
Preglednica V: Končni HPLC pogoji 
Mobilna faza Metanol : UČV = 60 : 40 
Pretok mobilne faze 1,0 ml/min 
Temperatura avtomatskega vzorčevalnika 25 °C 
Volumen injiciranja 10,0 µL 
Temperatura kolone 25 °C 
Valovna dolžina detekcije 314 nm 
Čas analize 5 min 
3.2.3. Razvoj metode za spektrofotometer 
Ker spektrofotometer deluje po podobnem principu kot detektor na HPLC, poskusimo s 
snemanjem pri isti valovni dolžini in z istim topilom. Krajši test pokaže, da so odzivi 
pričakovani, tako da bomo tudi tu snemali pri valovni dolžini 314 nm, kot topilo pa 
uporabljali metanol.  
3.2.4  Določitev tarčne koncentracije 
Tarčno koncentracijo izberemo na podlagi smernic, ki jih ICH navaja za mejo poročanja in 
identifikacijo neznanih nečistot ter razpadnih produktov v novih farmacevtskih proizvodih. 
Neznani ostanki na steklovini bi lahko pri preverjanju takega produkta dali napačno 
informacijo o njegovi dejanski sestavi. V smernici je kot meja poročanja za nečistote 
navedena vrednost 0,05 % mase učinkovine pri zdravilih, pri katerih največji dnevni 
odmerek presega 1 g, in 0,1 % mase učinkovine pri zdravilih, pri katerih je največji dnevni 
odmerek pod to mejo [34]. Kot osnovno koncentracijo za izračun na podlagi povprečja 
koncentracij učinkovin v končnih raztopinah, ki jih redno analiziramo, arbitrarno 
postavimo pri vrednosti 1 mg/mL. Če to pomnožimo z vrednostjo 0,05 %, ugotovimo, da 
bo naša tarčna koncentracija pri vrednosti 0,5 µg/mL.  
 25 
 
3.3  PRIMERJAVA TEHNIK VZORČENJA 
Pred pričetkom validacij metod preizkusimo še različne tehnike vzorčenja, ki bi jih lahko 
uporabili v postopku.  
1.) Vanilin natehtamo v merilno bučko v taki količini, da bi njegova koncentracija ob 
dodatku topila do oznake volumna na merilni bučki znašala 1 mg/mL. Natehtano 
količino s tresenjem razporedimo po površini bučke. Zaprte bučke nekaj časa 
pustimo stati, nato pa jih pomijemo v pomivalnem stroju ali ročno. Bučk po 
pomivanju ne sušimo. S topilom dopolnimo do oznake volumna, zapremo in 
premešamo. 
2.) Vanilin natehtamo v merilno bučko v taki količini, da bi njegova koncentracija ob 
dodatku topila do oznake volumna na merilni bučki znašala 1 mg/mL. Natehtano 
količino s tresenjem razporedimo po površini bučke. Zaprte bučke nekaj časa 
pustimo stati, nato pa jih do oznake volumna dopolnimo s topilom. Nato skušamo s 
prepihavanjem z dušikom odstraniti kar največ topila. Ostanek nato pomijemo v 
pomivalnem stroju ali ročno. S topilom dopolnimo do oznake volumna, zapremo in 
premešamo. 
3.) Vanilin natehtamo v merilno bučko v taki količini, da bi njegova koncentracija ob 
dodatku topila do oznake volumna na merilni bučki znašala 1 mg/mL. Natehtano 
količino s tresenjem razporedimo po površini bučke. Zaprte bučke postavimo v 
sušilni stroj, ker jih 1 uro pustimo stati pri temperaturi 100 °C. Ostanek nato 
ohladimo in pomijemo v pomivalnem stroju ali ročno. S topilom dopolnimo do 
oznake volumna, zapremo in premešamo. 
4.) S pomočjo spatule v pipeto dodamo toliko vanilina, da z njim lahko prekrijemo 
njeno celotno površino. Pipeta mora imeti za tak način dovolj širok vrat, sicer je 
vnos vanilina v njeno notranjost zelo težaven. Dodan vanilin nato s tresenjem 
razporedimo po površini pipete, nato pa te operemo s pomočjo pomivalnega stroja 
ali ročno. Notranjost pipete nato s topilom spiramo in zbrani ostanek lovimo v časo, 
iz katere nato raztopino polnimo v vialo.  
5.) Pripravimo zelo koncentrirano raztopino vanilina in z njo večkrat speremo 
notranjost pipete. Počakamo, da nekaj topila odpari, nato pa pipete operemo v 
pomivalnem stroju ali ročno. 
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Morebitno prisotnost vanilina v teh raztopinah preverjamo z razvito HPLC metodo. V 
nobeni izmed bučk in pipet, ki so bile pomite v pomivalnem stroju, njegove prisotnosti ne 
zaznamo. Pri ročnem pomivanju pa opazimo razliko, saj je vanilin v manjših 
koncentracijah še vedno prisoten v bučkah in pipetah, pri katerih smo za tehnike vzorčenja 
uporabili metode 1.), 3.) in 4.). Odločimo se, da bomo pri validaciji metod vzorčne 
raztopine pripravljali po teh postopkih 1.) in 4.). Pomivanje pipet bo izvedeno tako v 
pomivalnem stroju kot tudi ročno, saj za njihovo čiščenje pri vsakodnevnem delu 
uporabljamo oba načina. Ročnega čiščenja ostale opreme se sicer ne poslužujemo, zato 
bomo bučke pomivali zgolj v pomivalnem stroju. Vzorce bomo pripravili v različnih kosih 
laboratorijske opreme, in sicer v 100 mL stekleni bučki, 5 mL stekleni bučki, 10 mL 
plastični bučki ter 10 mL stekleni polnilni pipeti. 
3.4  VALIDACIJA ANALIZNIH POSTOPKOV 
3.4.1  Priprava mobilne faze 
V rezervoar za mobilno fazo z merilnim valjem odmerimo 800 mL UČV in 1200 mL 
metanola. Filtriramo prek filtra z velikostjo por 0,45 µm in odzračimo na ultrazvoku. 
3.4.2  Priprava raztopin 
3.4.2.1  Osnovna raztopina 
V 100,0 mL merilno bučko natančno natehtamo približno 10,0 mg vanilina in ga raztopimo 
v metanolu. Z metanolom dopolnimo do oznake volumna, zapremo in premešamo (SS). 
3.4.2.2  Raztopina za test ustreznosti sistema in za standardni dodatek  
V 100,0 mL merilno bučko z elektronsko pipeto odpipetiramo 5,0 ml raztopine SS, z 
metanolom dopolnimo do oznake volumna, zapremo in premešamo (SST). 
3.4.2.3  Raztopina za preverjanje meje zaznave 
V 50,0 mL merilno bučko z elektronsko pipeto odpipetiramo 50 µl raztopine SS, z 
metanolom dopolnimo do oznake volumna, zapremo in premešamo (DL). 
3.4.2.4  Raztopina za preverjanje meje določitve  
V 100,0 mL merilno bučko z elektronsko pipeto odpipetiramo 400 µl raztopine SS, z 
metanolom dopolnimo do oznake volumna, zapremo in premešamo (QL). 
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3.4.2.5  Raztopine za linearnost  
V 50,0 mL merilno bučko z elektronsko pipeto odpipetiramo 250 µl raztopine SS, z 
metanolom dopolnimo do oznake volumna, zapremo in premešamo (L1). 
V 100,0 mL merilno bučko z elektronsko pipeto odpipetiramo 600 µl raztopine SS, z 
metanolom dopolnimo do oznake volumna, zapremo in premešamo (L2). 
V 50,0 mL merilno bučko z elektronsko pipeto odpipetiramo 500 µl raztopine SS, z 
metanolom dopolnimo do oznake volumna, zapremo in premešamo (L3). 
3.4.2.6  Raztopine vzorcev 
V 100,0 ml merilno bučko natančno natehtamo približno 100 mg vanilina. Natehtano 
količino s tresenjem razporedimo po površini bučke, to zapremo in pustimo 24 ur pri 
sobnih pogojih. Bučko nato pomijemo v pomivalnem stroju, z metanolom dopolnimo do 
oznake volumna, zapremo in premešamo (Vz1). 
V 5,0 ml merilno bučko natančno natehtamo približno 5 mg vanilina. Natehtano količino s 
tresenjem razporedimo po površini bučke, to zapremo in pustimo 24 ur pri sobnih pogojih. 
Bučko nato pomijemo v pomivalnem stroju, z metanolom dopolnimo do oznake volumna, 
zapremo in premešamo (Vz2). 
V 10,0 ml plastično merilno bučko natančno natehtamo približno 10 mg vanilina. 
Natehtano količino s tresenjem razporedimo po površini bučke, to zapremo in pustimo 24 
ur pri sobnih pogojih. Bučko nato pomijemo v pomivalnem stroju, z metanolom dopolnimo 
do oznake volumna, zapremo in premešamo (Vz3). 
V 10,0 mL polnilno pipeto s pomočjo spatule vnesemo toliko vanilina, da z njim lahko 
prekrijemo vso površino notranjosti pipete. Pipeto nato s parafilmom prekritima 
odprtinama pustimo 24 ur pri sobnih pogojih. Nato jo v posebnem nastavku za pomivanje 
pipet  očistimo v pomivalnem stroju in speremo s približno 20 ml metanola. Raztopino 
zbiramo v čašo (Vz4). 
V 10,0 mL polnilno pipeto s pomočjo spatule vnesemo toliko vanilina, da z njim lahko 
prekrijemo vso površino notranjosti pipete. Pipeto nato s parafilmom prekritima 
odprtinama pustimo 24 ur pri sobnih pogojih. Nato jo ročno očistimo in speremo s 
približno 20 ml metanola. Raztopino zbiramo v čašo (Vz5). 
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Vseh 5 vzorcev pripravimo tudi s standardnim dodatkom raztopine vanilina. V vialo z 
elektronsko pipeto odmerimo 900 µL posameznega vzorca in 100 µL raztopine SST 
(SVz1, SVz2, SVz3, SVz4, SVz5). 
3.4.2.7  Raztopine za potrditev meje določitve in točnost  
V 10,0 mL merilno bučko najprej z elektronsko pipeto odpipetiramo 9,2 mL raztopine 
vzorca 1, nato pa še 0,8 mL raztopine SST. Zapremo in premešamo (AccQL). 
V 10,0 mL merilno bučko najprej z elektronsko pipeto odpipetiramo 9,0 mL raztopine 
vzorca 1, nato pa še 1,0 mL raztopine SST. Zapremo in premešamo (Acc100). 
V 10,0 mL merilno bučko najprej z elektronsko pipeto odpipetiramo 8,8  mL raztopine 
vzorca 1, nato pa še 1,2 mL raztopine SST. Zapremo in premešamo (Acc120). 
3.4.3  Uporabljeni parametri za vrednotenje validacije analiznih metod 
3.4.3.1  Ponovljivost 
Ponovljivost smo pri vseh metodah preverjali z 10 meritvami raztopine SST. Kot kriterij za 
ustreznost sistema si postavimo RSD ≤ 2 % za površino vrha vanilina oz. izmerjeno 
absorbanco vanilina pri spektrofotometriji. 
3.4.3.2  Meja zaznave in meja določitve 
Mejo zaznave in mejo določitve določimo s pomočjo razmerja med dvakratnikom višine 
odziva in šumom. Pri meji zaznave si želimo razmerja vsaj 3:1, pri meji določitve pa vsaj 
10:1. Želimo si, da bi bila meja določitve pri koncentraciji, nižji od naše tarčne vrednosti 
pri 0,5 µg/mL Na GC in HPLC bomo šum določili s pomočjo programske opreme, pri UV-
VIS pa tako, da bomo po začetnem ničliranju aparata z metanolom temu trikrat izmerili 
absorbanco. Razlika med najnižjo in najvišjo izmed teh treh meritev bo naš šum. 
Mejo določitve potrjujemo še s 6 paralelkami vzorca s standardnim dodatkom. Vrednotimo 
jo s pomočjo izkoristka med realno in teoretično prisotno količino tarčne spojine. Ta 
izkoristek mora biti znotraj območja 80-120 %. 
3.4.3.3  Specifičnost 
Specifičnost smo preverjali le na HPLC, in sicer z injiciranji standardne raztopine vanilina, 
vzorca, metanola, UČV in mobilne faze. Želeli smo potrditi, da se vrh nobene izmed 
uporabljenih spojin ne eluira pri enakem retenzijskem času kot vanilin. 
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3.4.3.4  Stabilnost 
Preverjali smo stabilnost raztopin vzorcev, standarda in mobilne faze pri HPLC. Točki, pri 
katerih smo vrednotili stabilnost vzorcev in standarda, sta bili 24 h in 168 h. V vsaki 
časovni točki injiciramo po 3 paralelke raztopine reprezentativnega vzorca s standardnim 
dodatkom in standarda. Raztopine do injiciranja hranimo na sobni temperaturi in na 
svetlobi. Stabilnost vrednotimo s primerjavo povprečnih odzivov iste raztopine v različnih 
časovnih točkah. Razlika med povprečji, ki jo izračunamo po enačbi 2, ne sme presegati 5 
%. 
𝑅𝑆𝐷 % =
(𝐴 (𝑥ℎ) − 𝐴 (0ℎ)) ∗ 100
𝐴 (0ℎ)
 
Enačba 2: Izračun razlik med odzivi v različnih časovnih točkah 
Ustreznost mobilne faze smo preverjali po 1 mesecu od priprave. Vrednotimo jo s 
primerjavo povprečja odzivov 6 injiciranj sveže pripravljene raztopine SST po 1 mesecu 
od njene priprave napram povprečju 10 injiciranj raztopine SST ob pripravi mobilne faze 
(iz ponovljivosti metode). Razlika med povprečjema ne sme presegati 5 %, hkrati pa ne 
sme priti do pojava novih neznanih vrhov. Poleg tega mobilna faza na izgled po 1 mesecu 
ne sme biti motna. 
3.4.3.5  Linearnost 
Linearnost vrednotimo na raztopinah standarda s 5 različnimi koncentracijami v območju 
od 20 % do 200 % tarčne koncentracije. Pri tem uporabimo raztopine DL, QL, L1, L2 in 
L3. Z vsako izmed njih izvedemo tri meritve. Iz povprečnih odzivov z metodo najmanjših 
kvadrantov izrišemo regresijsko premico in izračunamo determinacijski koeficient R2. 
3.4.3.6  Točnost 
Točnost metod preverjamo na raztopinah vzorcev, ki jim dodamo 3 različne volumne 
standardnega dodatka, in sicer tako, da ti zajemajo koncentracijsko območje 80 - 120 % 
(raztopine AccQL, Acc100, Acc120). Vrednotimo jo s pomočjo izkoristka med realno in 
teoretično prisotno količino tarčne spojine. Ta izkoristek mora biti znotraj območja 80 - 
120 %.  
3.4.3.7  Validacijski vzorci 
Posnamemo 6 paralelk vzorca Vz1, in po 1 paralelko vzorcev Vz2, Vz3, Vz4 in Vz5. 
Vzorec S1 kot reprezentativen vzorec izberemo zato, ker menimo, da se v 100 mL stekleni 
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bučki največji delež natehtanega vanilina oprime površine stekla in je zato verjetnost, da 
bo vanilin v bučki prisoten tudi po pomivanju v pomivalnem stroju, tu največja. 
Tudi pri vzorcih s standardnim dodatkom pripravimo 6 paralelk vzorca SVz1 in po 1 
paralelko vzorcev SVz2, SVz3, SVz4 in SVz5. 
Vzorce in vzorce s standardnim dodatkom uporabimo kot referenco pri t = 0 h za 
vrednotenje stabilnosti vzorcev. 
3.4.3.8  Vzorčenje 
Po končanih validacijah metod bomo nekajkrat izvedli test preverjanja čistosti steklovine z 
vanilinom z uporabo analizne metode, za katero bomo ocenili, da bi bila najbolj primerna 
za rutinsko testiranje. 
 
 
Vsi podatki, ki smo jih pridobili, so bili obdelani s pomočjo programa Microsoft Excel. V 
njem so bile izrisane tudi premice pri linearnosti metod, določene njihove enačbe in njihov 
R
2
. 
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4  REZULTATI  
4.1  MASNA SPEKTROMETRIJA 
Ker pri razvoju metode na GC-FID opažamo velik šum in pojav manjših neznanih vrhov, 
se odločimo, da bomo pred pričetkom validacije metode z injiciranjem raztopine SST na 
plinski kromatograf, sklopljen z masnim detektorjem, skušali potrditi istovetnost vanilina. 
Iz pridobljenega spektra lahko razberemo, da vanilin tudi po obstreljevanju z elektroni 
večinoma ostaja v osnovni strukturi, do fragmentacije na manjše ione pa pride zgolj v 
manjši meri. Dobljeni spekter primerjamo s knjižnico spojin, ki jo vsebuje programska 
oprema na sistemu. Ta izračuna, da je podobnost pridobljenega spektra s tistim vanilina iz 
knjižnice več kot 95 %, kar je zelo visoko. Skoraj enako ujemanje ima tudi vanilinu 
strukturno zelo podobna spojina 3-hidroksi-4-metoksi benzaldehid, ki ima tudi enako 
molekulsko formulo. Iz dobljenih rezultatov lahko sklepamo, da je vrh pri retencijskem 
času 14,870 min res vrh vanilina. 
 
Slika 11: Kromatogram standardne raztopine na GC 
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Slika 12: Izpis zadetkov programske opreme na masnem spektrometru 
 
Slika 13: Masni spekter vanilina 
4.2  PONOVLJIVOST 
Po 10 meritvah iste raztopine izračunamo vrednosti RSD za vse 3 metode. Pri UV-VIS 
spektrofotometru ta znaša 0,17 %, na HPLC 0,23 %, na GC pa 1,89 %, kar ustreza našim 
kriterijem za ponovljivost metod. 
4.3  MEJA ZAZNAVE 
Povprečje meritev 3 paralelk raztopine DL da rezultate, zbrane v preglednici VI. 
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Preglednica VI: Meja zaznave 
Metoda Višina Šum S/N 
GC 5434 3000 3,6 
HPLC 237509 14849 32,0 
UV-VIS 0,0064 0,0006 10,7 
4.4  MEJA DOLOČITVE IN POTRDITEV MEJE DOLOČITVE 
Povprečje meritev 3 paralelk raztopine QL da rezultate, zbrane v preglednici VII. 
Preglednica VII: Meja določitve 
Metoda Višina Šum S/N 
GC 21244 3000 14,2 
HPLC 948535 14849 127,8 
UV-VIS 0,0254 0,0006 42,3 
QL za vse metode potrdimo, saj so povprečni izkoristki znotraj območja med 90 % in 110 
%. Rezultati so zbrani v preglednici VIII.  
Preglednica VIII: Potrditev meje določitve 
 GC HPLC UV-VIS 
 
Teoretična 
c [µg/mL] 
Realna c 
[µg/mL] 
Izkoristek 
[%] 
Realna c 
[µg/mL] 
Izkoristek 
[%] 
Realna c 
[µg/mL] 
Izkoristek 
[%] 
1 0,398 0,422 105,91 0,424 106,52 0,418 104,86 
2 0,397 0,408 102,90 0,422 106,40 0,416 104,86 
3 0,400 0,416 104,09 0,426 106,62 0,421 105,26 
4 0,397 0,401 101,05 0,423 106,59 0,416 104,86 
5 0,398 0,429 107,79 0,425 106,78 0,420 105,66 
6 0,399 0,392 98,37 0,426 106,82 0,421 105,66 
POVPREČJE 102,40  106,73  105,40 
SD 0,048529  0,001223  0,004604 
RSD 4,74  0,11  0,44 
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4.5  SPECIFIČNOST HPLC METODE 
Na HPLC poleg standardne raztopine vanilina in raztopine vzorca posnamemo še 
kromatograme UČV, metanola in mobilne faze. Na mestu elucije vanilina ne zaznamo 
nobenega drugega vrha, tako da lahko ugotovimo, da je HPLC metoda za detekcijo 
vanilina specifična. V metanolu in standardni raztopini zaznamo še vrh pri 1,6 min, ki ga 
identificiramo kot metanol. Njegova površina je nižja od DL (slika 14). 
 
Slika 14: Specifičnost HPLC metode 
4.6  LINEARNOST METOD 
Linearnost metod preverjamo z uporabo treh paralelk raztopin DL, QL, L1, L2 in L3. Med 
točkami posameznega niza za vsako metodo izrišemo regresijske premice (grafi 1-3). Za 
vse izračunamo tudi R2. Ta je vedno večji od vrednosti 0,999 s čimer potrdimo linearnost 
vseh metod v izbranem koncentracijskem območju.  
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Preglednica IX: R
2
 pri linearnosti metod 
Metoda Umeritvena premica R
2
 
HPLC 
1 0,9997 
2 0,9998 
3 0,9998 
GC 
1 1,0000 
2 0,9997 
3 0,9997 
UV-VIS 
1 1,0000 
2 0,9999 
3 0,9999 
 
 
Graf 1: Regresijska premica za linearnost HPLC metode 
y = 2E+07x - 97449 
R² = 0,9997 
y = 2E+07x - 70500 
R² = 0,9998 
y = 2E+07x - 104749 
R² = 0,9998 
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Graf 2: Regresijska premica za linearnost GC metode 
  
 
Graf 3: Regresijska premica za linearnost UV-VIS metode 
 
y = 120246x - 10,168 
R² = 1,0000 
y = 118206x + 1018,6 
R² = 0,9997 
y = 120518x + 245,35 
R² = 0,9997 
-20000
0
20000
40000
60000
80000
100000
120000
140000
160000
-0,2 0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4
O
d
zi
v 
c [µg/mL] 
Linearnost metode - GC 
1. paralelka 2. paralelka 3. paralelka
Linear (1. paralelka) Linear (2. paralelka) Linear (3. paralelka)
y = 0,063x + 0,0001 
R² = 1,0000 
y = 0,0643x - 0,0002 
R² = 0,9999 
y = 0,0626x + 0,0002 
R² = 0,9999 
-0,01
0
0,01
0,02
0,03
0,04
0,05
0,06
0,07
0,08
-0,2 0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4
O
d
zi
v 
c [µg/mL] 
Linearnost metode - UV-VIS 
1. paralelka 2. paralelka 3. paralelka
Linear (1. paralelka) Linear (2. paralelka) Linear (3. paralelka)
 37 
 
4.7  TOČNOST 
Podatki, pridobljeni pri preverjanju točnosti metod, so zbrani v preglednicah X, XI in XII. 
Vse metode so točne na območju med 80 % in 120% tarčne koncentracije. 
Preglednica X: Točnost GC metode 
GC 
Teoretična 
c [µg/mL] 
Izmerjena 
c [µg/mL] 
Izkoristek 
[%] 
POVPREČJE SD 
RSD 
[%] 
80 
1 0,398 0,422 105,91 
104,30 0,015161 1,45 2 0,397 0,408 102,90 
3 0,400 0,416 104,09 
100 
1 0,498 0,517 103,90 
104,06 0,024498 2,35 2 0,496 0,505 101,70 
3 0,500 0,532 106,59 
120 
1 0,597 0,610 102,04 
103,02 1,016435 1,60 2 0,596 0,625 104,92 
3 0,599 0,612 102,11 
Preglednica XI: Točnost HPLC metode 
HPLC 
Teoretična 
c [µg/mL] 
Izmerjena 
c [µg/mL] 
Izkoristek 
[%] 
POVPREČJE SD 
RSD 
[%] 
80 
1 0,398 0,424 106,52 
106,51 0,001059 0,10 2 0,397 0,422 106,40 
3 0,400 0,426 106,62 
100 
1 0,498 0,531 106,58 
106,76 0,001492 0,14 2 0,496 0,30 106,85 
3 0,500 0,534 106,83 
120 
1 0,597 0,644 107,82 
107,77 0,002549 0,24 2 0,596 0,640 107,49 
3 0,599 0,647 108,00 
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Preglednica XII: Točnost UV-VIS metode 
UV-VIS 
Teoretična 
c [µg/mL] 
Izmerjena 
c [µg/mL] 
Izkoristek 
[%] 
POVPREČJE SD 
RSD 
[%] 
80 
1 0,398 0,418 104,86 
105,00 0,002302 0,22 2 0,397 0,416 104,86 
3 0,400 0,421 105,26 
100 
1 0,498 0,507 101,75 
102,82 0,011202 1,09 2 0,496 0,516 103,99 
3 0,500 0,513 102,71 
120 
1 0,597 0,610 102,07 
99,77 0,019951 2,00 2 0,596 0,587 98,62 
3 0,599 0,591 98,62 
4.8  VALIDACIJSKI VZORCI IN VZORCI S STANDARDNIM 
DODATKOM 
Pri nobenem izmed vzorcev ne dobimo odzivov, kar nakazuje na to, da je čiščenje v 
pomivalnem stroju pri steklovini, onesnaženi v vanilinom, ustrezno. Tako lahko 
vrednotimo le vzorce s standardnim dodatkom. Rezultati so zbrani v preglednicah XIII, 
XIV in XV.  
Preglednica XIII: Vzorci s standardnim dodatkom pri GC 
GC Teoretična 
c [µg/mL] 
Izmerjena 
c [µg/mL] 
Izkoristek 
[%] 
POVPREČJE SD 
RSD 
[%] 
SVz1-1 0,498 0,516 103,74 
104,16 0,014757 1,42 
SVz1-2 0,498 0,535 107,45 
SVz1-3 0,498 0,509 102,18 
SVz1-4 0,498 0,521 104,71 
SVz1-5 0,498 0,524 105,28 
SVz1-6 0,498 0,510 102,49 
SVz2 0,498 0,509 102,29    
SVz3 0,498 0,537 107,91    
SVz4 0,498 0,517 103,88    
SVz5 0,498 0,532 106,93    
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Preglednica XIV: Vzorci s standardnim dodatkom pri HPLC 
HPLC Teoretična 
c [µg/mL] 
Izmerjena 
c [µg/mL] 
Izkoristek 
[%] 
POVPREČJE SD 
RSD 
[%] 
SVz1-1 0,498 0,527 105,76 
105,66 0,001212 0,11 
SVz1-2 0,498 0,525 105,55 
SVz1-3 0,498 0,523 105,11 
SVz1-4 0,498 0,526 105,68 
SVz1-5 0,498 0,525 105,53 
SVz1-6 0,498 0,527 105,77 
SVz2 0,498 0,527 105,88    
SVz3 0,498 0,527 105,78    
SVz4 0,498 0,525 105,45    
SVz5 0,498 0,528 105,98    
  
Preglednica XV: Vzorci s standardnim dodatkom pri UV-VIS 
UV-VIS Teoretična 
c [µg/mL] 
Izmerjena 
c [µg/mL] 
Izkoristek 
[%] 
POVPREČJE SD 
RSD 
[%] 
SVz1-1 0,498 0,518 103,99 
103,88 0,001842 0,18 
SVz1-2 0,498 0,529 106,22 
SVz1-3 0,498 0,518 103,99 
SVz1-4 0,498 0,518 103,99 
SVz1-5 0,498 0,516 103,67 
SVz1-6 0,498 0,518 103,99 
SVz2 0,498 0,516 103,67    
SVz3 0,498 0,518 103,99    
SVz4 0,498 0,516 103,67    
SVz5 0,498 0,516 103,67    
 
4.9  STABILNOST 
Pridobljeni podatki o  stabilnosti standardov in vzorcev s standardnim dodatkom so zbrani 
v preglednicah XVI in XVII. Iz rezultatov razberemo, da so ob hranjenju pri sobni 
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temperaturi in svetlobi tako raztopine standardov kot vzorcev s standardnim dodatkom 
stabilne vsaj 168 h. Pri nobeni raztopini ne pride do pojava novih neznanih vrhov. 
Stabilnosti vzorcev ne moremo vrednotiti, saj že pri času t = 0 h na mestu vanilina ne 
dobimo odziva. 
Preglednica XVI: Stabilnost raztopine standarda 
 
 
GC HPLC UV-VIS 
Relativna razlika glede na t0 [%] in povprečje [%] 3 paralelk 
24h 
1 4,01 
0,82 
1,69 
1,75 
0,94 
0,94 2 -1,44 1,75 1,01 
3 -0,11 1,80 0,88 
168h 
1 -4,45 
-3,18 
1,99 
1,96 
-1,34 
-1,27 2 -4,95 2,20 -1,05 
3 -0,14 1,68 -1,40 
 
Preglednica XVII: Stabilnost vzorcev s standardnim dodatkom 
 
 
GC HPLC UV-VIS 
Relativna razlika glede na t0 [%] in povprečje [%] 3 paralelk 
24h 
1 -3,73 
-1,58 
-0,28 
0,11 
2,14 
1,12 2 -0,21 0,29 0,61 
3 -0,81 -0,34 0,61 
168h 
1 -4,51 
-3,26 
-2,88 
-2,79 
-2,75 
-2,04 2 -3,80 -2,77 -1,22 
3 -1,48 -2,73 -2,14 
 
4.10  USTREZNOST MOBILNE FAZE (HPLC) 
Mobilna faza, hranjena na sobni temperaturi in svetlobi, je stabilna vsaj 1 mesec, saj je 
razlika med povprečjema odzivov sveže pripravljenih raztopin SST ob t = 0 h in t = 1 
mesec manjša od 5 %, poleg tega pa mobilna faza po tem času ne postane motna.  
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Preglednica XVIII: Stabilnost mobilne faze (HPLC) 
 Površina (t = 0 h) 
Površina (t = 1 
mesec) 
 
1 99 760 585 98 083 263  
2 99 492 929 97 585 605  
3 99 388 005 97 511 195  
4 99 431 015 97 290 574  
5 99 613 794 97 483 916  
6 99 670 968 97 900 239  
7 99 865 791   
8 99 977 235   
9 100 067 845   
10 99 782 759  Relativna razlika 
POVPREČJE 99 705 093 97 642 465 -2,07 
 
4.11  VZORCI 
Vzorčenje po končanih validacijah izvedemo dvakrat. Pripravimo po 5 paralelk vzorcev 
Vz1 in Vz2, pri čemer jih pri pomivanju vedno postavimo na druge zanje primerne 
nastavke. Pri prvem vzorčenju na nobeni izmed 10 bučk ne zaznamo prisotnosti vanilina, 
pri drugem pa v eni 5 mL in eni 100 mL bučki dobimo zelo visok odziv (slika 15). Odziva 
sta nekajkrat večja od tistega pri najbolj koncentrirani standardni raztopini vanilina 
(raztopina SST). 
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Slika 15: Kromatograma vzorcev v primerjavi s kromatogramom raztopine SST 
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5  RAZPRAVA 
Iz pridobljenih rezultatov validacij analiznih metod lahko ugotovimo, da vse 3 uporabljene 
metode ustrezajo zahtevam v vseh parametrih. V preglednici XIX so zbrani osnovni 
podatki, s pomočjo katerih metode lahko med seboj primerjamo. 
Preglednica XIX: Primerjava metod 
 HPLC GC UV-VIS 
tR [min] 2,327 14,870 / 
RSD (n=10) 0,23 1,89 0,17 
S/N 32,0 3,6 10,7 
R
2
 0,9998 0,9998 0,9999 
Načrtovanje validacijskega protokola se je zaradi specifičnosti vzorčenja nekoliko 
razlikovalo od običajnih protokolov. Pri rednih validacijah navadno analiziramo homogen 
vzorec, posledica česar so tudi ponovljivi rezultati. V tem primeru pa je vzorčenje nekoliko 
drugačno. Pričakujemo sicer, da bo s čiščenjem dodani vanilin s steklovine odstranjen, a 
tega ne moremo zagotoviti. Lahko se zgodi, da bo vanilin v enem vzorcu prisoten, v 
drugem pa ne, poleg tega pa v primeru prisotnih ostankov vanilina ne vemo, kakšna bo 
njegova koncentracija v vzorcu. Izkaže se, da je bilo pri vseh validacijskih vzorcih čiščenje 
ustrezno in v nobenem izmed njih vanilina ne zaznamo. Stabilnost raztopin vzorcev tako 
lahko vrednotimo le v raztopinah vzorcev s standardnim dodatkom. Stabilnost standardov 
in vzorcev na sobni temperaturi in svetlobi preverjamo in potrdimo po 24 h in 168 h od 
njihove priprave. Mobilno fazo na HPLC lahko uporabljamo še 1 mesec od priprave. 
Že vizualno (slika 11) lahko ugotovimo, da je šum bazne linije na GC dokaj velik. To se 
odraža tudi v razmerju med odzivom in šumom, pri katerem na GC komaj dosežemo 
zastavljeni kriterij. Na HPLC in UV-VIS je to razmerje mnogo višje. Ker želimo z razvito 
metodo detektirati ostanke nečistote na steklovini v sledovih, je zaželjeno, da je razmerje 
med odzivom in šumom čim višje. Pri GC metodi opažamo tudi precej večje sipanje 
površin vrhov na kromatogramih iste raztopine kot pri HPLC in UV-VIS. Že pri 
ponovljivosti je RSD 10 injiciranj višja kot pri ostalih dveh metodah, enak trend pa 
opažamo tudi pri vzorcih s standardnim dodatkom in preverjanju točnosti metod. 
Ker je vrh topila na GC zelo razvlečen, je posledično za ustrezno detekcijo vanilina 
potreben počasnejši temperaturni gradient, kar se odraža v daljšem retencijskem času 
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vanilina. Ker želimo, da bi bila izbrana metoda rutinska in posledično kar se da hitra, je to 
napram HPLC in UV-VIS metodama velika slabost. Trajanje posamezne meritve bi bilo 
tako pri GC vsaj trikrat daljše kot pri HPLC.  
Zaradi vseh zgoraj naštetih razlogov ugotovimo, da je GC metoda za naše potrebe manj 
primerna kot HPLC in UV-VIS metodi. Izbira boljše izmed teh dveh metoda pa je nekoliko 
težavnejša, saj sta po doseženih parametrih obe primerni za detekcijo vanilina v sledovih. 
Prednost UV-VIS metode je predvsem v tem, da je še hitrejša kot HPLC metoda. Prednost 
HPLC metode pa je v njeni avtomatiziranosti, zaradi česar ni potrebna konstantna 
prisotnost analitika tekom izvajanja meritev, kot je to potrebno pri UV-VIS. Morda 
največja prednost HPLC metode pa je v tem, da zaradi predhodne separacije komponent na 
kromatografski koloni težje pride do napak v meritvah ob morebitni prisotnosti drugih 
analitov v vzorcu. Ti so lahko v končnem vzorcu ob neustreznem čiščenju steklovine 
prisotni poleg vanilina. Če absorbirajo pri valovni dolžini detekcije (314 nm) lahko pride 
do lažno višjega odziva. Če bi se v vzorcih res pojavile še druge spojine, bi bile to 
najverjetneje sestavine detergentov, ki se uporabljajo za pomivanje. Ti navadno vsebujejo 
zgolj bazične in kisle spojine ter preproste površinsko aktivne snovi. Večina izmed teh 
komponent v strukturi nima kromofora, tako da do njihove detekcije najverjetneje v 
nobenem primeru ne bi prišlo. Vseeno za najboljšo izmed preizkušanih validiranih metod 
izberemo HPLC metodo in z njo tudi preverjamo ustreznost čiščenja steklovine, ki ga 
izvedemo po končanih validacijah metod. 
Vzorčenje izvedemo dvakrat, vsakič v petih 5 mL steklenih bučkah in petih 100 mL 
steklenih bučkah. V nobenem izmed vzorcev prve serije vanilin ni prisoten. Pri vzorcih 
druge serije pa vanilin v visoki koncentraciji zaznamo v eni izmed 5 mL bučk in eni izmed 
100 mL bučk. Sprememba je bila pri tej seriji opazna že ob odprtju pomivalnega stroja po 
koncu pomivanja, saj je bilo iz njegove notranjosti zaznati vonj po vanilinu, ki ga po 
prejšnjih pomivanjih nismo opazili. Glede na to, da je koncentracija vanilina v teh vzorcih 
visoka in da je ta prisoten v zgolj dveh izmed desetih hkrati pomitih bučk, lahko sklepamo, 
da gre za napako v pomivalnem stroju. Po krajšem pregledu ugotovimo, da sta bili šobi, na 
katerih sta bili med pomivanjem postavljeni ti bučki, zamašeni, tako da je bil dotok vode in 
detergentov na teh dveh šobah oviran ali celo povsem onemogočen. Ko šobi očistimo in na 
njiju ponovno postavimo bučki v vzorcem, je čiščenje ustrezno, saj prisotnosti vanilina v 
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bučkah ne zaznamo več. S tem smo pokazali, da je izbran postopek z vanilinom ustrezen 
za preverjanje brezhibnosti delovanja pomivalnega stroja. 
Za preverjanje ustreznosti izvajanja testov pomivanja z vanilinom bi bilo čiščenje potrebno 
primerjati s kakim analitom, za katerega vemo, da je njegovo čiščenje težavno. Z istim 
pranjem v pomivalnem stroju bi pomili nekaj steklovine, ki je bila v stiku s tem 
hipotetičnim analitom, ter nekaj steklovine, v kateri bi bil prisoten vanilin. Izbrani analit bi 
nato detektirali z metodo, ki bi jo sicer uporabljali za njegovo detekcijo, vanilin pa z 
razvito HPLC metodo ter primerjali dobljene rezultate. Ker pa je pri vzorcih, katerih 
čiščenje je zahtevno, večinoma težava bolj fizikalnega (viskoznost vzorcev) kot 
kemijskega značaja, bi bilo analit, ki bi na steklovini po pomivanju zastajal in bi bil tako 
primeren za primerjavo z metodo z vanilinom, težko najti. 
Z izjemo preverjanja stabilnosti raztopin robustnosti metod nismo preverjali, saj je bilo 
delo bolj usmerjeno v primerjavo med analiznimi metodami. Na izbrani HPLC metodi bi 
bilo tako potrebno preveriti še robustnost metode ob uporabi druge kolone, drugega 
kromatografskega sistema, sprememb temperature kolone ter sprememb v mobilni fazi. 
Slednje smo sicer spremljali pri razvoju metode s spremembo razmerja med UČV in 
metanolom, a le vizualno in brez preverjanja in medsebojnih primerjav SST.   
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6  SKLEPI 
Metode za detekcijo vanilina s plinsko kromatografijo, tekočinsko kromatografijo in UV-
VIS spektrofotometrijo so bile uspešno validirane po ICH smernicah v GMP okolju. Po 
primerjavi dobljenih parametrov izmed njih kot najustreznejšo izberemo HPLC metodo. Ta 
je hitra in enostavna, kar je bil pred pričetkom eden izmed naših osnovnih ciljev. Tudi 
priprava standardnih raztopin in raztopin vzorcev ni zahtevna, tako da bi bil postopek 
primeren za rutinsko uporabo.  
Pri vzorčenju ugotovimo, da je čiščenje v pomivalnem stroju ustrezno, saj prisotnosti 
vanilina v vzorcih ne zaznamo. Ob nepravilnostih v delovanju stroja in posledično 
neustreznem pranju pa vanilin v vzorcih zaznamo, iz česar lahko sklepamo, da je 
uporabljen postopek primeren za test čiščenja. Vseeno pa bi ga bilo potrebno pred njegovo 
vpeljavo v rutinsko uporabo primerjati še s kakim drugim postopkom za test čiščenja, pri 
čemer bi kot analit namesto vanilina uporabili kako drugo snov.  
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